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Prekomerna in nepremišljena uporaba protimikrobnih učinkovin nas je pripeljala do 
pojava rezistence bakterij, ki pa danes predstavlja resen problem za javno zdravje. Vse 
več je bakterijskih vrst, ki vsakodnevno razvijajo rezistenco na protimikrobne učinkovine, 
to pa pomeni, da manjše okužbe predstavljajo vse večjo nevarnost. Iskanje novih tarč in 
novih protibakterijskih učinkovin postaja vse bolj pomembno raziskovalno področje, saj 
se bomo le tako lahko uspešno borili proti rezistentnim bakterijam.  
Bakterije so enocelični organizmi, ki so sposobne hitre rasti ter hitrega odzivanja na 
spremembe v okolju. Bakterijska celična stena je trdno ogrodje sestavljeno iz 
peptidoglikana. Biosinteza peptidoglikana se začne v citoplazmi, kjer se sintetizirajo 
peptidne enote, ki se transportirajo na zunanjo stran citoplazme in se vključijo v že 
obstoječ peptidoglikan. Delovanje mnogih protibakterijskih učinkovin temelji na 
zaviranju sinteze celične stene. Bio-ortogonalni kemijski pristop je orodje za 
prepoznavanje in označevanje glikoproteinov z namenom odkrivanja potencialnih tarč v 
bakterijskem glikoproteinu. V biološkem sistemu so azidi stabilni, hkrati pa dobro 
reaktivni s specifičnimi reagenti, kot so fosfini ali alkini. Azido sladkorji enostavno 
prehajajo skozi celično membrano zaradi acetilnih skupin, ki povečajo propustnost, zato 
označevanje glikana uspešno poteka tudi in vivo. Azido sladkorji se pripenjajo na verigo 
peptidoglikana s pomočjo glikoziltransferaz. Azidno skupino nato s selektivno kemijsko 
reakcijo povežemo s sondo in peptidoglikan fluorescentno označimo. 
Namen magistrske naloge je bila sinteza in ovrednotenje dveh azido derivatov 
glukozamina. Kot izhodno spojino za sintezo prvega azido derivata glukozamina smo 
uporabili D-glukozamin, kjer smo najprej zaščitili amino skupino. Nato smo izvedli 
acetiliranje hidroksilnih skupin ter odščitili amino skupino. Z aciliranjem smo nato tvorili 
amid, na katerega smo z nukleofilno substitucijo uvedli azid. Pripravili smo derivat 
glukozamina z azidom na acetilni skupini. Kot izhodno spojino za sintezo drugega azido 
derivata glukozamina smo uporabili N-acetilglukozamin, kjer smo na C-6 uvedli tozilat 
in nato izvedli acetiliranje hidroksilnih skupin. Nato smo z mehanizmom nukleofilne 
substitucije tozilat substituirali z azidom. Tako smo pripravili derivat z azidom na mestu 
6. Po sintezi azido derivatov glukozamina smo s klik reakcijo molekuli povezali s 
kumarinom in tako sladkorja fluorescentno označili.  
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Uspešnost posamezne stopnje sinteze smo potrdili s kromatografskimi in 
spektroskopskimi metodami. S TLC analizo smo potrdili ustreznost reakcijskih pogojev 
kemijskih reakcij in ustrezno čistost produktov. Spojine smo identificirali tako, da smo 
posneli masne in 1H NMR spektre.  
 














Excessive and reckless use of antimicrobial drugs has led us to the occurrence of bacterial 
stance, which is a serious public health problem today. There are more and more bacterial 
species that develop resistance to antimicrobial drugs on a daily basis, which means that 
smaller infection presents larger risk. The search for new targets and new antibacterial 
drug is becoming important research area, because this is the only way we can 
successfully fight resistant bacteria.  
Bacteria are single-celled organisms capable of rapid growth and rapid response to 
environmental changes. The bacterial cell wall is a solid frame composed of 
peptidoglycan. Peptidoglycan biosynthesis begins in the cytoplasm, where peptide units 
are synthesized, which are transported to the exterior of the cytoplasm and incorporated 
into pre-existing peptidoglycan. The action of many antibacterial drugs are based on 
inhibition of cell wall synthesis. The bio-orthogonal chemical approach is a tool for the 
recognition and labelling of glycoproteins in order to identify potential targets in a 
bacterial glycoprotein. In the biological system, azides are stable but at the same time 
well reactive with specific reagents such as phosphines or alkynes. Azido sugars easily 
pass through the cell membrane due to acetyl groups that increase permeability, so glycan 
labelling is also successful in vivo. Azido sugars are attached to the peptidoglycan chain 
by glycosyltransferases. The azide group is then attached to the probe by a selective 
chemical reaction and the molecule is fluorescently labelled. 
The main goal for the master’s thesis was to synthesize and evaluate two azido derivatives 
of glucosamine. D-glucosamine hydrochloride was used as the starting compound for the 
synthesis of the first azido derivative of glucosamine, where we first protected amino 
group. Acetylation of four hydroxyl groups was followed by deprotection of amino group. 
Amide was formed with acylation and with nucleophilic substitution azide was prepared. 
We prepared glucosamine derivative with azide on acetyl group. N-acetylglucosamine 
was used as the starting compound for the synthesis of the second azido derivative of 
glucosamine, where tosylate was attached on C-6 and then acetylation of hydroxyl groups 
was performed. In the following, tosylate was substituted with azide by the mechanism 
of nucleophilic substitution. An azide derivative at C-6 was prepared. After synthesis of 
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azido glucosamine derivatives, we performed click reaction with the alkyne coumarin 
molecule and the sugars were fluorescently labelled. 
The success of each stage of synthesis was confirmed by chromatographic and 
spectroscopic methods. The adequacy of the reaction conditions of chemical reactions 
and the purity of products were confirmed by TLC analysis. Compounds were identified 
by recording mass and 1H NMR spectra. 
 



















Ac36AzGlcNAc  6-azido-6-deoksi-N-acetil-glukozamin triacetat  
Ac4GluNAz  N-azidoacetilglukozamin-tetraacetat 
ADP   adenozin difosfat 
ATP   adenozin trifosfat 
DCM   diklorometan 
DIFO    diflourirani ciklooktini  
DMAP  4-dimetilaminopiridin 
DMF   N,N-dimetilformamid 
DMSO-d6  devteriran dimetilsulfoksid 
D-Ala   D-alanin 
D-Glu   D-glutaminska kislina 
D-iGln  D-izoglutamin 
D-iGlu  D-izoglutaminska kislina 
ESI   elektrorazpršilna ionizacija 
GlcNAc  N-acetilglukozamin 
GlmM   fosfoglukozamin mutaze  
GlcNAc-1-P   N-acetilglukozamin-1-fosfat 
GlmS   glukozamin-6-fosfat sintaza  
GlmU bifunkcionalen encim, ki vključuje N-acetilglukozamin-1-fosfat 
uridiltransferazo in glukozamin-1-fosfat-N-acetil-transferazo 
L-Ala   L-alanin 
L-Lys   L-lizin 
meso-A2pm  meso-2,6-pimelinska kislina 
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MF   mobilna faza 
Mr    relativna molekulska masa 
MraY   UDP-N-acetilmuramoil-pentapeptid fosfotransferaza 
MS   masna spektrometrija 
MurA   UDP-N-acetilglukozamin enolpiruviltransferaza 
MurB   UDP-N-acetilenolpiruvilglukozamin reduktaza 
MurC   UDP-N-acetilmuramat-L-alanin ligaza 





MurG   N-acetilglukozamin transferaza 
MurNAc  N-acetilmuraminska kislina 
NMR   nuklearna magnetna resonanca 
PBP   penicilin vezavni proteini  
PEP    fosfoenolpiruvat  
Pi   fosfat 
Py   piridin 
Rf    retencijski faktor 
UDP   uridin difosfat 
UDP-GlcNAc  UDP-N-acetilglukozamin 
UDP-MurNAc    UDP-N-acetimuraminska kislina  
UMP   uridin monofosfat  
UTP   uridin trifosfat 
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WHO   Svetovna zdravstvena organizacija 
λ   valovna dolžina 








Bakterije obstajajo že 3,5 milijarde let in so bile med prvimi oblikami življenja v oceanih. 
Pred 2,4 milijarde leti so cianobakterije začele sproščati kisik in nastala je atmosfera s 
kisikom in ozonom. Začele so nastajati kompleksne celice, ki so potrebne za razvoj 
rastlinskega in živalskega sveta. Bakterije so ustvarile svet, v katerem danes živimo. (1) 
Danes pa ob besedi bakterija večina ljudi zagotovo najprej pomisli na bolezen. Desetletja 
prekomerne in napačne uporabe protimikrobnih učinkovin je povzročilo razvoj 
odpornosti bakterij na antibiotike. Leta 2014 je Svetovna zdravstvena organizacija 
(WHO) opozorila, da bomo morda vstopili v obdobje, kjer bodo manjše okužbe ali 
poškodbe smrtno nevarne. (2) 
Običajno zdravljenje z antibiotiki je peroralno, tablete so velike in jih jemljemo večkrat 
na dan. Visoki odmerki antibiotika in vzdrževanje visoke koncentracije učinkovine v 
gostitelju sta ključnega pomena za dosego terapevtskega cilja. Nezadostni odmerki ali 
prekratko obdobje zdravljenja dopuščajo možnost, da pride do genske mutacije za tarčo 
antibiotika, pri čemer bakterije preživijo in postanejo odporne. Takšne bakterije se bodo 
naprej razmnoževale in prenesle gene za odpornost na svoje potomce. (3)  
Skupaj s pomanjkanjem novih antibiotikov so nekoč ozdravljive okužbe postale resna 
grožnja za zdravje. Vse več je govora o patogenih, ki so odporni proti številnim 
antibiotikom. Tako se pojavlja vprašanje, kako se boriti proti bakterijam, saj se odpornost 
na antibiotike neprestano razvija. 
Potrebujemo nova protibakterijska zdravila, ki bodo dobro potovala po telesu in se borila 
proti številnim bakterijam, hkrati pa imela minimalni učinek na telo gostitelja. Za uspešen 
boj proti bakterijskim okužbam bo pomembna tudi bolj premišljena uporaba antibiotikov 




1.2. Bakterijska celična stena 
 
Bakterije so enocelični organizmi, ki poleg arhej spadajo v skupino prokariontskih celic. 
V primerjavi z evkariontskimi celicami nimajo izoblikovanega jedra, ne vsebujejo 
membranskih organelov, imajo pa celično steno, ki se nahaja na zunanji strani 
citoplazemske membrane (slika 1). Zaradi svoje preproste oblike so bakterije sposobne 
hitre rasti ter hitrega odzivanja na spremembe v okolju. Vsebujejo eno molekulo krožne 
DNK, ki se nahaja v citoplazmi in nosi informacije za razmnoževanje in rast. Dolžina 
bakterijske celice je od 0,3 do 20 μm, premer celice pa je okoli 1 μm. Bakterije 
klasificiramo s tehniko barvanja po Gramu in jih delimo na Gram pozitivne in Gram 
negativne bakterije. Različno obarvanje bakterij se pojavi zaradi različne zgradbe celične 
stene. Po morfologiji so bakterije lahko okrogle (koki), paličaste (bacili), ukrivljene 
paličaste (spirili) in spiralne (spirohete). (4,5) 
 
Slika 1: Shematski prikaz zgradbe bakterijske celice. Povzeto po (6) 
 
Bakterijska stena je trdno ogrodje, ki daje bakterijam obliko in zaščito, saj jim omogoča 
živeti v okolju, kjer koncentracije osmozno aktivnih molekul niso uravnovešene z 
bakterijsko citoplazmo. Citoplazma vsebuje številne osmozno aktivne molekule, kot so 
elektroliti, ogljikovi hidrati ter beljakovine, ki povzročajo velik notranji osmotski tlak 




Stena je sestavljena iz peptidoglikana, ki je kompleksen polimer z visoko molekulsko 
maso in omogoča trdno zgradbo bakterijske stene. Osnovna gradnika sta N-
acetilglukozamin (GlcNAc) in N-acetilmuraminska kislina (MurNAc), ki sta izmenično 
povezana z beta 1-4 glikozidno vezjo v dolgo polisaharidno verigo. Na N-
acetilmuraminsko kislino so pritrjeni kratki peptidi, ki so sestavljeni iz različnega število 
aminokislinskih ostankov. Kratki peptidi se lahko prečno premrežijo s peptidi sosednjih 
polimernih molekul, to pa predstavlja trdno mrežo, ki ovija baterijsko celico. (7) 
Na položaju 1 v peptidu je najpogosteje L-alanin (L-Ala), ki je z amidno skupino pritrjen 
na ogljik karboksilne skupine N-acetilmuraminske kisline. Pri vseh vrstah se na položaj 
2 stebelnega peptida doda D-glutaminska kislina (D-Glu). Pri Gram negativnih bakterijah 
ostane D-izoglutaminska kislina (D-iGlu) nespremenjena, pri večini Gram pozitivnih 
bakterijah pa se prosta karboksilna kislina amidira v D-izoglutamin (D-iGln). Pri Gram 
negativnih bakterijah je na položaju 3 v peptidu pogosto meso-2,6-pimelinska kislina 
(meso-A2pm), pri čemer je amino skupina L-centra pritrjena na aminokislino na položaju 
2, kar omogoča, da se D-center prečno premreži s sosednjim peptidom (slika 2). Številne 
vrste Gram pozitivnih bakterij imajo na položaju 3 L-lizin (L-Lys) (Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pneumoniae), lahko pa se na tem položaju nahaja tudi amidiran 
meso-A2pm (Bacillus subtilis), L-ornitin (spirohete), meso-lantionin (Fusobacterium 
nucleatum), L-homoserin (Corynebacterium poinsettia). Na položaju 4 peptida je D-
alanin (D-Ala), prav tako tudi na položaju 5. (8) 
 
Slika 2: Struktura peptidoglikana E. coli, kot predstavnici Gram negativnih bakterij. 
Povzeto po (9). 
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Poznamo dve vrsti navzkrižnih povezav sosednjih peptidov ter dve vrsti povezav 
sosednjih peptidov preko interpeptidnega mostu (slika 3). Pri 3-4 navzkrižni povezavi je 
karboksilna skupina D-Ala na položaju 4 povezana z amino skupino na položaju 3 
sosednjega peptida. Navzkrižno povezavo tvorijo DD-transpeptidaze, pri čemer je 
povezava lahko direktna (pogosto pri Gram negativnih bakterijah) ali pa preko 
interpeptidnega mostu (pogosto pri Gram pozitivnih bakterijah). Druga vrsta navzkrižnih 
povezav je 2-4 in jih najdemo pri rastlinskih patogenih vrstah. Tu sta karboksilna skupina 
D-iGlu na položaju 2 prvega peptida in karboksilna kislina D-Ala na položaju 4 povezana 
preko interpeptidnega mostu. Dolžina interpeptidnega mostu se giblje med 1 in 7 
aminokislinami. Pri redkih vrstah pa se lahko pojavijo tudi 3-3 navzkrižne povezave, pri 
katerih bi bile običajne 3-4 navzkrižne povezave. Takšne povezave so bile odkrite pri 
mikobakterijah in jih tvorijo LD-transpeptidaze. (10) 
 
Slika 3: Slika prikazuje direktno (A) in interpeptidno (B) 3-4 navzkrižno povezavo, 
direktno (C) 3-3 navzkrižno povezavo in interpeptidno (D) 2-4 navzkrižno povezavo. 
Povzeto po (10). 
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1.2.1 Gram pozitivne bakterije 
 
Celična stena Gram pozitivnih bakterij sestavlja od 40 do 80 plasti peptidoglikana, kar 
predstavlja do 50 % mase bakterijske stene (slika 4). Debelina celične stene je med 40 do 
80 nm in vsebuje velike količine teihoične kisline. Teihoični kislini sta dve: lipoteihoična 
kislina in teihoična kislina. Lipoteihoična kislina je kovalentno povezana z glikolipidi 
citoplazemske membrane. Teihoična kislina pa ovija peptidoglikan in tvori zunanjo plast 
bakterijske stene in je zaradi svoje lege pomembna pri pritrjevanju bakterij na gostiteljske 
celice. (7,11) 
 
Slika 4: Bakterijska stena po Gramu pozitivnih bakterij. Povzeto po (12). 
 
1.2.2 Gram negativne bakterije 
 
Celična stena Gram negativnih bakterij je mnogo tanjša v primerjavi z Gram pozitivnimi 
bakterijami, njena debelina znaša 7 do 8 nm (slika 5). Sestavljena je iz ene plasti 
peptidoglikana, ki tvori 5 do 10 % mase bakterijske stene. Vsebuje zunanjo membrano in 
periplazmatski prostor. Periplazmatski prostor je vmesni prostor med peptidoglikanom in 
zunanjo membrano. Lipoproteinske molekule so v periplazmatskem prostoru s 
proteinskim koncem vezane na peptidoglikan, lipidni del se nahaja v zunanji membrani. 
Zunanja membrana je sestavljena kot lipidni dvojni sloj. Lipopolisaharidi se nahajajo na 




Slika 5: Bakterijska stena po Gramu negativnih bakterij. Povzeto po (12). 
 
1.2.3 Izgradnja peptidoglikana 
 
Biosinteza peptidoglikana je bila intenzivno preučevana zaradi svoje kompleksnosti. Je 
proces, ki vključuje okoli 20 reakcij, ki se odvijajo v citoplazmi, na zunanji in notranji 
strani citoplazemske membrane. Biosintezo peptidoglikana lahko razvrstimo v tri stopnje 
(slika 6): (13)  
• Sinteza prekurzorjev v citoplazmi 
• Biosinteza lipida I in II ter prenos skozi plazemsko membrano 
• Polimerizacija lipida II v že obstoječi peptidoglikan 
 
1.2.3.1 Sinteza prekurzorjev v citoplazmi 
 
Prvi korak biosinteze peptidoglikana je sinteza UDP-N-acetilglukozamina (UDP-
GlcNAc) iz fruktoze-6-fosfata v štirih stopnjah. Glukozamin-6-fosfat sintaza (GlmS) je 
amidotransferaza, ki katalizira pretvorbo D-fruktoze-6-fosfata v D-glukozamin-6-fosfat. 
Hkrati katalizira pretvorbo L-glutamin v L-glutamat, pri čemer se sprosti amonijak, ki je 
potreben za nastanek D-glukozamin-6-fosfata. V drugi stopnji sledi pretvorba D-
glukozamin-6-fosfata v D-glukozamin-1-fosfat, ki ga katalizirajo fosfoglukozamin 
mutaze (GlmM). GlmM postane aktivna po fosforilaciji serina na aminokislinskem 
zaporedju. V tretji in četrti stopnji poteče acetiliranje in uridilacija, ki ga katalizira 
bifunkcionalen encim, ki vključuje N-acetilglukozamin-1-fosfat uridiltransferazo in 
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glukozamin-1-fosfat-N-acetil-transferazo (GlmU). Encim kazalizira tvorbo UDP-
GlcNAc iz N-acetilglukozamin-1-fosfata (GlcNAc-1-P) in uridin trifosfata (UTP). C-
terminalni del GlmU katalizira acetiliranje D-glukozamin-1-fosfata, N-terminalni del 
GlmU pa katalizira uridilacijo nastalega GlcNAc-1-P, pri čemer nastane UDP-GlcNAc.  
Nato sledi sinteza UDP-N-acetimuraminske kisline (UDP-MurNAc), ki je sestavljena iz 
dveh korakov. V prvem koraku encima UDP-N-acetilglukozamin enolpiruviltransferaza 
(MurA) in UDP-N-acetilenolpiruvilglukozamin reduktaza (MurB) katalizirata nastanek 
UDP-MurNAc iz UDP-GlcNAc. MurA katalizira prenos enolpiruvata iz 
fosfoenolpiruvata (PEP) na 3-hidroksilno skupino UDP-GlcNAc. Sledi redukcija UDP-
GlcNAc-enol-piruvata do mlečne kisline. Na laktoilno skupino UDP-MurNAc lahko s 
pomočjo različnih encimov Mur ligaz pripnemo pet aminokislin, pri čemer nastane UDP-
MurNAc-pentapeptid. Pripenjanje aminokislin poteka s tvorbo amidne ali peptidne vezi, 
pri čemer nastane adenozin difosfat (ADP) in fosfat (Pi) iz adenozin trifosfata (ATP). 
UDP-N-acetilmuramat-L-alanin ligaza (MurC) katalizira pripenjanje L-Ala, UDP-N-
acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamat ligaza (Mur-D) katalizira pripenjanje D-Glu, UDP-
N-acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamat-meso-diaminopimelat ligaza (MurE) katalizira 
pripenjanje L-Lys ali mezo-diaminopimelinske kisline, UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-
D-glutamoil-meso-diaminopimelat-D-alanin-D-alanin ligaza (MurF) katalizira 
pripenjanje dipeptida L-Ala-L-Ala na mlečno kislino. (13,14) 
 
1.2.3.2 Biosinteza lipida I in II ter prenos skozi plazemsko membrano 
 
V drugi stopnji sinteze peptidoglikana se UDP-MurNAc-pentapeptid veže na 
undekaprenilfosfat ter nastane lipid I oz. undekaprenil-pirofosfat-MurNAc-pentapeptid, 
sprosti se uridin monofosfat (UMP). Reakcijo katalizira transferaza UDP-N-
acetilmuramoil-pentapeptid fosfotransferaza (MraY), integralni membranski protein. 
Sledi prenos GlcNAc iz UDP-GlcNAc na C4 hidroksilno skupino MurNAc enoto lipida 
I. S tvorbo β-1-4-glikozidne vezi nastane zadnji znotrajcelični produkt, ki ga imenujemo 
lipid II. Reakcijo katalizira N-acetilglukozamin transferaza (MurG). Lipid II se mora nato 





1.2.3.3 Polimerizacija lipida II v že obstoječi peptidoglikan 
 
Zadnja stopnja biosinteze peptidoglikana je vključitev novo sintetiziranih peptidnih enot 
v rastoči peptidoglikan, ki poteka na zunanji strani citoplazemske membrane. 
Peptidoglikan se polimerizira iz lipida II z dvema encimskima aktivnostma: 
glikoziltransferazna in DD-transpeptidazna aktivnost. Glikoziltransferaze omogočijo 
vgradnjo osnovnega gradnika v že obstoječi peptidoglikan, pri čemer se sprosti 
undekaprenil-pirofosfat. Reakcijo imenujemo transglikozilacija, pri kateri nastajajo 
linearne verige z β-1,4-glikozidno vezjo. DD-transpeptidaze omogočijo navzkrižne 
povezave sosednjih peptidov, kar vodi do nastanka zamrežene strukture peptidoglikana. 
Transpeptidacija je lahko zavirana z β-laktamskimi antibiotiki, ki so mimetiki 
terminalnega D-Ala-D-Ala in se kovalentno vežejo na aktivno mesto serina v encimu. To 
skupino encimov imenujemo penicilin vezavni proteini (PBP), ki imajo 
glikoziltransferazno in transpeptidazno aktivnost. (14,15) 
 





1.3 Novi pristopi za identificiranje potencialnih tarč v bakterijskem 
glikoproteinu 
 
Izziv, s katerim se srečujejo v farmacevtski industriji, je neučinkovitost obstoječih 
antibiotikov zaradi razvoja odpornosti. Obstoječi antibiotiki lahko pri uspešnem 
zdravljenju škodljivo delujejo na koristne bakterije, kar pa lahko kasneje vodi do alergij, 
avtoimunskih motenj, debelosti itn. Potrebno je razviti nove antibiotike, ki bodo ciljali na 
specifično populacijo bakterij brez škodljivega vpliva na koristne bakterije.  
Bakterijski glikoproteini patogenih bakterij se po strukturi močno razlikujejo od tistih, ki 
jih imajo simbiotske bakterije v evkariontih. Helicobacter pylori je želodčni patogen, ki 
vsebuje redke amino- deoksimonosaharide pseudaminske kisline, legionaminske kisline 
in basilosamin. Navedeni sladkorji ne obstajajo v nepatogenih bakterijah, ki tvorijo 
mikrobiom človeka v črevesju. Takšne monosaharidne enote, ki so značilne za nekaj vrst 
patogenih bakterij, tako služijo kot potencialne molekularne tarče. Lektinov in glikozidaz 
zaradi specifičnosti vezave pogosto ni mogoče uporabiti za odkrivanje in odstranjevanje 
glikana. Zato je ključen razvoj novih orodij za označevanje glikoproteinov. (17) 
Bio-ortogonalni kemijski pristop je postalo pomembno orodje za označevanje in 
sondiranje glikoproteinov in vitro ali in vivo glede na funkcionalno kompleksnost 
biološkega sistema. Gre za encimsko oz. presnovno označevanje glikana z 
monosaharidom, ki je bil predhodno spremenjen s funkcionalno skupino. Reakcija, ki 
poteče med dvema komponentama, mora biti bio-ortogonalna, kar pomeni, da nastane ne-
reaktiven produkt glede na funkcionalnost v biološkem sistemu. Reakcija mora poteči v 
vodi pri skoraj nevtralnem pH ter pri temperaturi med 25 °C in 37 °C. Produkti ter stranski 
produkti, ki nastajajo, ne smejo biti citotoksični. Leta 2000 se je zgodil večji preboj z 
uvedbo azida kot bio-ortogonalne funkcionalne skupine. (18,19) 
Azidi so biološko stabilni, hkrati pa dobro reaktivni s specifičnimi reagenti, kot so fosfini 
in alkini, ti reagenti pa so odsotni znotraj biološkega sistema. Analiza in označevanje 
glikana uspešno poteka in vitro kot tudi in vivo (slika 7). Nenaravni sladkorji zlahka 
prehajajo skozi celično membrano, zaradi acetilnih skupin, ki povečajo propustnost celic. 
Ob vstopu monosaharda v citosol, karboksiesteraze odstranijo acetilne skupine. Azido 
sladkorji se aktivirajo, tako da poteče njihova presnova z uporabo glikoziltransferaz, nato 




Slika 7: Proces pripenjanja azido sladkorja na verigo glikana. Prirejeno po (20). 
 
Vgrajeni azido sladkorji v glikanu so nato pripravljeni na selektivno kemijsko reakcijo s 
sondo. Poznamo dve reakcijski poti, ki sta Azid-Staudingerjeva ligacija s fosfini in 
cikloadicija z alkini. K slednji reakcijski poti sodita dve reakciji: (20) 
• Azid-alkin cikloadicija katalizirana z bakrom oz. »klik reakcija«  
• Azid-alkin cikloadicija, ki jo sproži napetost obroča  
 
1.3.1 Azid-Staudingerjeva ligacija 
 
O reakciji med azidom in trifenilfosfinom sta prvič poročala Staudinger in Mayer leta 
1919. Pri reakciji izhaja dušik ter nastane intermediat iminofosfan, ki pa v prisotnosti 
vode hidrolizira ter nastane primarni amin ter trifenilfosfin oksid. Staudingerjeva reakcija 
je bila skozi leta podrobno preučevana. Ugotovili so, da se reakcija prične z nukleofilnim 
napadom fosforja na azid, pri čemer se tvori fosfoazidni intermediat. Fosfoazidni 
intermediat je podvržen intramolekularni ciklizaciji, pri čemer se tvori štiričlenski obroč, 
ki pa se ob izhajanju dušika pretvori v iminofosforanski resonančni strukturi. Ob 
prisotnosti vode se iminofosforan hidrolizira ter nastane amin in fosfinoksid. To 
imenujemo Staudingerjeva redukcija in se rutinsko uporablja pri sintezi aminov. V 
reakciji je prisoten močno nukleofilni dušikov atom, ki zlahka reagira z raznolikimi 
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elektrofilnimi spojinami (aldehidi, ketoni), kar vodi do nastanka iminov. Iminofosforan 
pa se prav tako lahko uporabi za nastajanje karboimidov pri reakciji z (tio)cianati. (22) 
Leta 2000 so prvič poročali o modifikaciji klasične Staudingerjeve reakcije med fosfinom 
in azidom, imenovane Staudingerjeva ligacija (slika 8). Pri reakciji nastaja aza-ilidni 
intermediat, ki se nato pretvori v amid in fosfinoksid. Reakcija poteka pri sobni 
temperaturi, v vodnem mediju in nevtralnem pH-ju. Vpliv na kemijsko biologijo je bil 
takojšen, sledile so številne uporabe označevanja biomolekul, ki so temeljile na uporabi 
omenjene reakcije. Na področju molekularnega slikanja so bile sintetizirane številne 
profluorescenčne sonde, ki pa so postale fluorescentne šele po reakciji z azidom.  
Staudingerjeva ligacija ni primerna za dinamično spremljanje procesov, saj se odvijajo 
hitreje, kot pa kinetika reakcije. Prav tako pa predstavljajo težavo tudi fosfini, saj so 
reducenti in jih zlahka oksidira zrak. (19) 
 
Slika 8: Staudingerjeva ligacija. Povzeto po (19). 
 
Staudingerjeva ligacija je tudi danes pomembna metoda za preučevanje bioloških 
sistemov s konjugacijo majhnih molekul na biomolekule. Metoda se uporablja za spajanje 
sond na biomolekule, ki pa zahteva prisotnost enega od reagentov (fosfin ali azid) v 
biomolekuli. Azide lahko preprosto vključimo v glikane, lipide, beljakovine in DNA po 
kemijski ali biosintetski poti. (23) 
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1.3.2 Klik reakcija 
 
Cikloadicija katalizirana z bakrom oz. »klik reakcija« je široko uporabljena in zanesljiva 
metoda za vzpostavitev kovalentnih povezav z različnimi funkcionalnimi skupinami. Klik 
reakcija se uporablja v organski sintezi, farmacevtski kemiji in biokonjugacijski 
aplikaciji. Klik reakcijo je mogoče izvesti pod različnimi pogoji, nastaja malo ali nič 
stranskih produktov. Reakcija hitreje poteka v vodi in pri sobni temperaturi. Na reakcijo 
ne vpliva večina organskih in anorganskih funkcionalnih skupin. Baker izstopa kot edina 
kovina, ki zanesljivo katalizira azid-alkin cikloadicijo. Druge kovine niso bile učinkovite 
pri pretvorbi azidov in terminalnih alkinov v 1,4-triazole. 
Termično reakcijo med fenil azidom in dietilacetilen dikarboksilatom je prvič opisal A. 
Michael leta 1893. Kljub močno eksotermni reakciji je bila hitrost reakcije zelo nizka, 
reaktanti pa so ostali neaktivirani kljub povišanju temperature. Uvedba bakrenega 
katalizatorja je drastično spremenila mehanizem in izid reakcije  
Klik reakcija poteka v 5 korakih (slika 9). V koraku A poteče koordinacija akina na Cu(I), 
odstrani se ligand, pri čemer se tvori bakrov acetilid. V koraku B se aktiviran azid 
koordinira na baker in zamenja enega od ligandov. Korak C vključuje vezavo dušika na 
C-2 v bakrovem kompleksu, nastane šestčlenski obroč s Cu(III). Reakcija je endotermna. 
Pretvorba v petčlenski obroč se zgodi v koraku D. V koraku E, ki daje končni produkt, 
nastaja triazolni produkt in je to zaključek katalitičnega cikla. 
 
Slika 9: Katalitični cikel klik reakcije. Povzeto po (24). 
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Uporaba klik reakcije in vivo predstavlja težavo zaradi toksičnosti bakrovega 
katalizatorja. Čeprav človeško telo potrebuje baker, prekomeren vnos povzroča 
nevrološke motnje, ledvične bolezni, hepatitis itn. (24) 
 
1.3.3 Azid-alkin cikloadicija, ki jo sproži napetost obroča  
 
Reakcija med azidom in cikloalkinom, ki jo je odkril Huisgen, je poznana že več kot 60 
let. Po odkritju cikloadicije katalizirane z bakrom se je pojavilo zanimanje za tvorbo 
triazola brez bakra kot katalizatorja, pri čemer bi uporabili napetost obroča za aktiviranje 
alkina (slika 10). Krebs in Wittig sta odkrila reakcijo med ciklooktinom in fenilnim 
azidom, pri čemer nastaja triazol. 
 
Slika 10: Cikloadicija katalizirana z bakrom oz. »klik reakcija« (a) in Azid-alkin 
cikloadicija, ki jo sproži napetost obroča (b). Povzeto po (19). 
 
Začetni poskusi reakcije so pokazali, da je reakcija počasna in da zahteva velike presežke 
reagentov. Prva generacija ciklooktinov je imela omejeno topnost v vodi, metabolično 
označevanje v živih celicah je bilo še manj učinkovito kot pri Staudingerjevi ligaciji. 
Sledila je sinteza novih ciklooktinov, ki bi povečali topnost v vodi in povišali hitrost 
reakcije. Diflourirani ciklooktini (DIFO) so z benzilnim azidom močno povišali hitrost 
reakcije. Pri metaboličnem označevanju je reakcija med DIFO in azidi primerljiva s Cu-




2. NAMEN DELA 
 
V okviru magistrske naloge bomo načrtovali, sintetizirali in ovrednotili dva azido derivata 
glukozamina. Pri načrtovanju sinteze si bomo pomagali z objavami v literaturi (27,28). 
Pripravljena derivate bomo označili s fluorescentnimi sondami. Pripravljeni spojini bi 
nam omogočili in vivo vpogled v peptidoglikan Gram pozitivnih bakterij. To bi nam 
pripomoglo k boljšemu razumevanju podrobnosti zgradbe peptidoglikana ter k boljšemu 
razumevanju modifikacij, ki se dogajajo v celicah. 
Bakterijske celice obdaja peptidoglikan, ki ščiti celico ob spremembi osmotskega tlaka in 
omogoča trdno zgradbo bakterijske celice. Tehnologija metaboličnega inženiringa 
predstavlja metode s katerimi modificiramo naravne biomolekule (aminokisline, 
nukleotide) in tako pripravljene analoge vključimo v celice. S tehnologijo metaboličnega 
inženiringa bomo sintetizirane azido derivate glukozamina poskusili umestiti v glikan 
Gram pozitivnih bakterij, ki ju bomo nato poskusili označiti s fluorescentnimi sondami. 
Tehnologija metaboličnega inženiringa omogoča označevanje glikana v bakterijskem 
peptidoglikanu za vizualizacijo v celicah in živih organizmih ter omogoča identifikacijo 
specifičnih beljakovin.  
Sintetizirati je treba derivat glukozamina, ki bo vseboval bioortogonalno funkcionalno 
skupino. Takšna skupina je azidna skupina, ki je zelo majhna, nereaktivna in odsotna v 
živih sistemih. Sintetizirane azido derivate sladkorja se dovaja živim evkariotskim 
celicam, ki jih vključijo v glikoprotein z mehanizmom posttranslacijske modifikacije ali 
pa bakterijam, ki jih vgradijo v peptidoglikan. Molekule označene z azidom nato 
fluorescentno označimo s sondami (20, 26).  
Pristop, ki ga bomo ubrali, je sinteza azido derivatov glukozamina s kasnejšo klik 
reakcijo. S tem namenom bomo azido sladkorje pripravili po dveh sinteznih postopkih. V 
prvem sinteznem postopku (slika 11) bomo kot izhodno spojino uporabili D-glukozamin 
hidroklorid. S petstopenjsko sintezo bomo pripravili N-azidoacetilglukozamin tetraacetat 
- derivat glukozamina z azidom na N-acetilni skupini. V drugem sinteznem postopku 
(slika 12) bomo kot izhodno spojino uporabili N-acetilglukozamin. Iz njega bomo z 




Slika 11: Sinteza N-azidoacetilglukozamin tetraacetata (Ac4GluNAz) 
 
 
Slika 12: Sinteza 6-azido-6-deoki-N-acetil-glukozamin triacetata (Ac36AzGlcNAc) 
 
Po sintezi azido derivatov glukozamina bodo delo nadaljevali na Inštitutu Jožef Stefan v 
Ljubljani. Azido derivate glukozamina bodo poskušali vgraditi v peptidoglikan Gram 





3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1. Topila in reagenti 
 
Preglednica 1: Topila in reagenti za sintezo N-azidoacetilglukozamin-tetraacetata  
(Ac4GluNAz)  





C6H14ClNO5 215,63 Acros Organics 
Anisaldehid C8H8O2 136,15 Aldrich 
Natrijev hidroksid NaOH 39,40 Merck 
Metanol CH3OH 32,04 Carlo Erba 
Dietil eter (C2H5)2O 74,12 Merck 
Piridin C5H5N 79,10 Sigma aldrich 
DMAP C7H10N2 122,17 Fluka 
Acetanhidrid C4H6O3 102,09 Merck 
Aceton C3H6O 58,08 Merck 
Klorovodikova 
kislina (37 % m/m) 
HCl 36,46 Carlo Erba 
Diklorometan CH2Cl2 84,93 Carlo Erba 
Kloracetil klorid C2H2Cl2O 112,94 Acros organics 
Trietil amin C6H15N 101,19 Sigma aldrich 
Natrijev hidrogen 
karbonat 
NaHCO3 84,01 Merck 
Natrijev sulfat Na2SO4 142,04 Merck   
Etil acetat C4H8O2 88,11 Carlo Erba 
Heksan C6H14 86,18 PanReac AppliChem 
Natrijev azid NaN3 65,00 Aldrich 












N-Acetilglukozamin C8H15NO6 221,21 Acros Organics 
Piridin C5H5N 79,10 Sigma aldrich 
p-Toluensulfonil 
klorid 
C7H7ClO2S 190,65 Aldrich 
Acetanhidrid C4H6O3 102,09 Merck 
Etilacetat C4H8O2 88,10 Carlo Erba 
Klorovodikova 
kislina (37 % m/m) 
HCl 36,46 Carlo Erba 
Natrijev hidrogen 
karbonat 
NaHCO3 84,01 Merck 
Natrijev sulfat Na2SO4 Merck Merck   
Petrol eter  - Carlo Erba 
Natrijev azid NaN3 65,00 Aldrich 
Dimetilformamid C3H7NO 73,09 Sigma aldrich 
Heksan C6H14 86,18 PanReac AppliChem 
 
Deionizirana voda, ki smo jo uporabili pri eksperimentalnem delu, je bila pripravljena 
na UL-Fakulteti za farmacijo. 
 
Preglednica 3: Topila in reagenti uporabljeni pri klik reakciji 






+ 368,47 Stane Pajk 
Glicin  C2H5NO2 75,07 Sigma aldrich 
Bakrov(VI) sulfat 
pentahidrat 





C6H8O6 176,12 Acros Organics 
Metanol CH3OH 32,04 Carlo Erba 
 
3.2. Aparature in laboratorijska oprema 
 
Pri delu smo uporabili naslednje aparature in laboratorijsko opremo: 
• laboratorijsko steklovino različnih proizvajalcev, 
• analitska tehtnica proizvajalca Mettler Toledo (Švica), 
• magnetno mešalo proizvajalca IKA RCT Basic (Švica) 
• ultrazvočna kopel Sonis 3 proizvajalca ISKRA Pio d.o.o., 
• oljna vakuumska črpalka, 
• rotavapor Büchi Waterbath B-480, 
• UV svetilka Camag, 
• oljna kopel, 
• osebna zaščitna sredstva 
 
3.3 Poimenovanje in risanje spojin 
  
Za poimenovanje spojin in risanje struktur smo uporabili računalniški program Chem 
Draw Professional 16,0. S programom smo lahko predvideli NMR spektre sintetiziranih 
spojin. 
 
3.4 Kromatografske metode 
 
3.4.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
 
TLC analizno smo uporabili za sledenje kemijskih reakcij ter določevanja čistosti spojin 
oz. frakcij pri čiščenju produkta na koloni. Uporabili smo ploščice proizvajalca Merck, 
Silica Gel 60 F254 z 0,2 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu. Za 
razvijanje kromatograma smo uporabili različne mobilne faze, ki smo jih sami pripravili. 
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Za detekcijo spojin smo uporabili UV svetilko pri λ = 254 nm ter orositvene reagente 
fosfomolibdensko kislino in ninhidrin. 
 
3.4.2 Kolonska kromatografija 
 
Kolonsko kromatografijo smo uporabili za ločevanje spojin iz zmesi. Kot stacionarno 
fazo smo uporabili silikagel z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm. Uporabili smo različne 
mobilne faze, ki smo jih sami pripravili. Uporabili smo steklene kolone različnih 
velikosti, odvisno od količine zmesi. 
 
3.5 Spektroskopske metode 
 
3.5.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
 
1H NMR spektri so bili posneti s spektrometrom Bruker Avance III na Fakulteti za 
farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce smo raztopili v CDCl3 ali DMSO-d6. Kot inertni 
standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS). Spektre smo posneli pri 400 MHz. Posnete 
spektre smo analizirali s programom NMRnotebook 2.80 proizvajalca NMRTEC S.A.S.. 
 
3.5.2 Masna spektrometrija (MS) 
 
Za identifikacijo spojin smo uporabili masni spektrometer visoke ločljivosti Q Exactive™ 
Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ proizvajalca ThermoFisher. Spektri so bili posneti s 







4. EKSPERIMENTALNO DELO 
 
V nadaljevanju so opisani sintezni postopki vmesnih in končnih spojin.  
 
4.1 Sinteza N-azidoacetilglukozamin-tetraacetata (Ac4GluNAz) 
 
4.1.1 Sinteza 2-p-metoksibenzilidenamino-D-glukopiranoze (1) 
 
  
Slika 13: Sinteza 2-p-metoksibenzilidenamino-D-glukopiranoze  
 
Spojino 1 sintetiziramo iz D-glukozaminijevega klorida (50,003 g; 0,232 mol), ki ga 
raztopimo v 240 mL 1 M NaOH (slika 13). Reakcijski zmesi med mešanjem z brizgo 
dodajamo anisaldehid (29 mL; 0,238 mol). Reakcijsko zmes mešamo 1 h na magnetnem 
mešalu, nato pa jo postavimo v ultrazvočno kopel za 15 min. Reakcijsko zmes mešamo 
še 1 h pri 0 °C. Belo gosto oborino filtriramo s pomočjo vakuumskega odsesavanja. 
Oborino spiramo z vodo ter mešanico metanola in dietil etra (1:1). Topilo in prebitni 










Kemijska formula: C14H19NO6 
Mr = 297,31 
Izgled: bel prah 
Izkoristek: 123 % (84,855 g) 




D-glukopiranozida (2)  
 
 
Slika 14: Sinteza 2-deoksi-2-p-metoksibenziliden-amino-1,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-
glukopiranozida  
 
Spojino 2 sintetiziramo iz spojine 1 (83,855 g; 0,282 mol), ki jo raztopimo v 360 mL 
piridina ter dodamo 1,04 g DMAP (slika 14). Reakcijski zmesi po kapljicah dodajamo 
acetanhidrid (346 mL; 3,66 mol) pri 0 °C v atmosferi argona. Reakcijsko mešanico 
pustimo stati pri sobni temperaturi čez noč. Mešanico med mešanjem na magnetnem 
mešalu dispergiramo v 1640 g ledu. Oborino filtriramo s pomočjo vakuumskega 







Kemijska formula: C22H27NO10 
Mr = 465,46 
Izgled: bel prah 
Izkoristek: 23,5 % (30,803 g) 
1H (DMSO-d6, 400 MHz) δ (ppm) = 1,82 (s, 3H, CH3-CO-); 1,99 (s, 6H, CH3-CO-); 
2,02 (s, 3H, CH3-CO-); 3,43-3,47 (m, 1H, -CH-N=); 3,80 
(s, 3H, -O-CH3); 4,01-4,04 (m, 1H, -CH-CH2-); 4,22-4,25 
(m, 2H, -CH2-O-); 4,95-5,00 (m, 1H, -CH-CH-(O)-CH2); 
5,43-5,47 (m, 1H, -CH-CH-CH-O-); 6,06-6,08 (d, 1H, -O-
CH-O-); 6,99–7,00 (d, 2H, H-Ar); 7,65-7,67 (d, 2H, H-
Ar); 8,29 (s, 1H, -N=CH-) 
TLC Rf (etilacetat/heksan = 1/1) = 0,27   
 
 




Slika 15: Sinteza 2-amino-1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-deoksi-β-D-glukopiranozil 
hidroklorida  
 
Spojino 3 sintetiziramo iz spojine 2 (30,803 g; 0,0662 mol), ki jo raztopimo v 150 mL 
acetona ter segrejemo do vretja (slika 15). Po kapljicah dodamo 10 mL 5 M HCl. 
23 
 
Reakcijsko zmes ohladimo na sobno temperaturo. Oborino filtriramo s pomočjo 
vakuumskega odsesavanja ter jo spiramo z acetonom ter dietiletrom. Topilo odstranimo 




Kemijska formula: C14H22ClNO9 
Mr = 383,78 
Izgled: bel prah 
Izkoristek: 80,6 % (20,484 g) 







Slika 16: Sinteza 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-deoksi-2-kloroacetamido-β-D-
glukopiranozida 
 
Spojino 4 sintetiziramo iz spojine 3 (20,010 g; 0,0521 mol), ki jo dispergiramo v 170 mL 
brezvodnega diklorometana (slika 16). Ob hlajenju na ledu po kapljicah izmenično 
dodajamo kloracetil klorid (8 mL; 0,0992 mol) in trietilamin (14 mL; 0,100 mol). 
Reakcijsko mešanico mešamo na magnetnem mešalu čez noč pri sobni temperaturi. 
Dodamo diklorometan ter reakcijsko mešanico speremo z vodo in nasičeno raztopino 
NaHCO3. Organsko frakcijo posušimo nad brezvodnim Na2SO4 in preostalo topilo 
odstranimo na vakuumski črpalki. Rekristalizacijo izvedemo tako, da produkt ob 
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segrevanju raztopimo v etilacetatu ter dodamo heksan. Nastalo oborino shranimo pri 
sobni temperaturi čez noč. Matičnico odstranimo z vakuumskim odsesavanjem in 




Kemijska formula: C14H20ClNO8 
Mr = 423,80 
Izgled: bel prah 
Izkoristek: 68,6 % (15,132 g) 
1H NMR  
(CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 2,05-2,18 (m, 12H, CH3-CO-); 
3,99-4,00 (d, 2H, -CH2-Cl); 
4,16 (d, 1H, -CH-CH2-); 
4,26-4,31 (m, 2H, -CH2-O-); 
5,11-5,16 (m, 1H, -CH-NH-); 
5,33-5,37 (m, 1H, -CH-CH-(O)-CH2); 
5,83-5,85 (d, 1H, -CH-CH-CH-O-); 
6,82-6,85 (d, 1H, -O-CH-O) 
MS (ESI+) Izračunan: m/z = 446,08151 [M+Na]+ 
Izmerjen: m/z = 446,08244 [M+Na]+ 
Odmik: -2,10 ppm 
TLC Rf (etilacetat) = 0,49  
 
4.1.5 Sinteza N-azidoacetilglukozamin-tetraacetata (Ac4GluNAz) (5)  
 
 
Slika 17: Sinteza N-azidoacetilglukozamin-tetraacetata (Ac4GluNAz) 
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Spojino 5 sintetiziramo iz spojine 4 (5,000 g, 0,0137 mol) kateri dodamo natrijev azida 
(4,577 g; 0,0704 mol) (slika 17). Z brizgo po kapljicah dodamo dimetilformamid (60 mL) 
v atmosferi argona ter hladimo na ledu. Reakcijsko zmes mešamo čez noč pri sobni 
temperaturi nato pa še zmes segrejemo na 60 °C Dodamo etil acetat ter spiramo z vodo 
in nasičeno raztopino NaCl. Topilo odstranimo s pomočjo vakuumske črpalke. Ostanek 
raztopimo v mobilni fazi in ga očistimo na koloni silikagela (MF = etilacetat: heksan = 




Kemijska formula: C16H22N4O10 
Mr = 430,37 
Izgled: rumenkasti kristali 
Izkoristek: 70,1 % (5,896 g) 
1H NMR  
(CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 2,03-2,11 (m, 12H, CH3-CO-); 2,12-2,22 (m, 
2H, -CH2-N3); 3,92 (s, 1H, -CH-CH2-); 3,95 (s, 1H, CH-
NH); 5,12-5,17 (m, 1H, -CH-CH-(O)-CH2); 5,22-5,31 (m, 
1H, -CH-CH-CH-O-); 5,80-6,2 (m, 1H, -O-CH-O) 
MS (ESI+) Izračunan: m/z = 453,12281 [M+Na]+ 
Izmerjen: m/z = 453,12215 [M+Na]+ 
Odmik: -1,47 ppm 
MS (ESI-) Izračunan: m/z = 429,12632 [M-H]- 
Izmerjen: m/z = 429,12659 [M-H]- 

















Slika 18: Sinteza 2-acetamido-1,3,4-tri-O-acetil-2-deoksi-6-O-tozil-α-D-glukopiranoze  
 
Spojino 6 sintetiziramo iz N-acetilglukozamina (10,01 g; 45,3 mmol), ki ga raztopimo v 
piridinu (167 mL) pri 0 °C v atmosferi argona (slika 18). Reakcijski zmesi po kapljicah 
dodajamo p-toluensulfonil klorid (10,775 g; 56,5 mmol), ki ga raztopimo v piridinu (167 
mL). Reakcijsko zmes mešamo 6 h pri 0 °C. Po šestih urah po kapljicah dodamo 
acetanhidrid (83 mL) v atmosferi argona. Mešanico mešamo čez noč pri sobni 
temperaturi. Topilo odstranimo na vakuumski črpalki. Ostanek raztopimo v etilacetau 
(600 mL) ter organsko fazo speremo z 0,1 M HCl in nasičeno razt. NaHCO3. Organsko 
fazo posušimo nad brezvodnem Na2SO4 in preostalo topilo odstranimo na vakuumski 
črpalki. Ostanek očistimo na koloni silikagela (MF = etilacetat: petroleter = 4:1). Topilo 









Rezultati analize   
 
Kemijska formula: C21H27NO11S   
Mr = 501,50 
Izgled: rumenkasta pena 
Izkoristek: 70,4 % (15,919 g) 
1H NMR 
(CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 1,91-1,92 (m, 3H, CH3-CO-); 2,01-2,09 (m, 6H, 
CH3-CO-); 2,46 (s, 3H, CH3-Ar); 4,04-4,13 (m, 3H, -CH2-
O-); 4,33-4,38 (m, 1H, -CH-CH2-); 5,03-5,05 (m, 1H, -
CH-NH-); 5,18-5,23 (m, 1H, -CH-CH-(O)-CH2); 5,57-
5,59 (m, 1H, -O-CH-O); 6,06-6,18  (m, 1H, -CH-CH-CH-
O-); 7,35-7,37 (d, 2H, H-Ar); 7,76-7,78 (d, 2H, H-Ar) 
TLC Rf (etilacetat) = 0,35 
 
 




Slika 19: Sinteza 6-azido-6-deoki-N-acetil-glukozamin triacetata 
 
Spojino 7 sintetiziramo iz spojine 6 (14,826 g; 0,0296 mol), ki ji dodamo natrijev azid 
(13,505 g; 0,208 mol) (slika 19). Bučko z reagentoma zapremo s septumom in k zmesi z 
brizgo po kapljicah dodamo dimetilformamid (200 mL) v atmosferi argona ter hladimo 
na ledu. Reakcijsko zmes mešamo pri sobni temperaturi čez noč. Reakcijski zmesi 
dodamo etil acetata ter jo ekstrahiramo z vodo. Topilo odstranimo s pomočjo vakuumske 
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črpalke. Ostanek raztopimo v mobilni fazi in ga očistimo na koloni silikagela (MF = 




Kemijska formula: C14H20N4O8 
Mr = 372,33 
Izgled: rumenkasti kristali 
Izkoristek: 65,1 % (7,161 g) 
1H NMR 
(CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) = 1,94 (s, 3H, CH3-CO-); 2,05-2,06 (m, 6H, 
CH3-CO-); 2,21 (s, 3H, CH3-CO-); 3,31-3,36 (m, 2H, 
CH2-N3); 4,45-4,51 (m, 1H, -CH-CH2-N3); 5,13-5,18 (m, 
1H, -CH-NH); 5,21-5,26 (m, 1H, -CH-CH-(O)-CH2); 
5,64-5,73 (m, 1H, -CH-CH-CH-O); 6,19-6,20 (d, 1H, -O-
CH-O) 
MS (ESI+) Izračunan: m/z = 395,11646 [M+Na]+ 
Izmerjen: m/z = 395,11733 [M+Na]+ 
Odmik: -2,21 ppm 

















Slika 20: Sinteza fluorescentno označenega analoga N-acetilglukozamina 8. 
 
Spojino 8 sintetiziramo v vodno-metanolni raztopini (1:1, 1 mL) 50 mM glicinskega pufra 
pH 10 iz spojine 5 (2,72 mM) in 2,72 mM alkin kumarina SP-180A (= 1 mg/mL), ob 







Mr = 798,28 
 
 
MS (ESI+) Izračunan: m/z = 630,23315 [M+Na]+ 
Izmerjen: m/z = 630,23406 [M+Na]+ 











Slika 21: Sinteza fluorescentno označenega analoga N-acetilglukozamina 9. 
 
Spojino 9 sintetiziramo v vodno-metanolni raztopini (1:1, 1 mL) 50 mM glicinskega pufra 
pH 10 iz spojine 7 (2,72 mM) in 2,72 mM alkin kumarina SP-180A (= 1 mg/mL), ob 







Mr = 740,81 
 
 
MS (ESI+) Izračunan: m/z = 614,23834 [M+Na]+ 
Izmerjen: m/z = 614,23914 [M+Na]+ 










5.1 Sinteza N-azidoacetilglukozamin-tetraacetata (Ac4GluNAz) 
 
5.1.1 Sinteza 2-p-metoksibenzilidenamino-D-glukopiranoze (1)   
 
V prvi stopnji smo kot izhodno spojino uporabili D-glukozamin hidroklorid za pripravo 
spojine 1. Ob dodatku 1 M NaOH smo sprostili aminsko skupino, ki je bila v obliki soli 
(klorid). Z dodatkom anisaldehida smo pripravili imin. S tvorbo Shiffove baze smo 
zaščitili aminsko skupino, da se ne acetilira v naslednji stopnji acetilirianja -OH skupin. 
V nasprotnem primeru bi -NH2 skupina reagirala z acetanhidridom, nastal bi amid (29). 
Uspešnost reakcije smo spremljali s TLC. Za detekcijo smo uporabili UV lučko in 
ploščico orosili s fosfomolibdensko kislino. Spojina je bila vidna pod UV lučko zaradi 
prisotnega benzenovega obroča, kar je potrdilo uspešnost naše sinteze. Pod UV lučko smo 
videli še eno liso, ki pa je bil anisaldehid. Izkoristek reakcije je bil 123 %, kar je znatno 
več, kot je izkoristek iz literature, ki znaša 86 %. Vzrok za tako visok izkoristek 
pripisujemo ostanku anisaldehida in topila v produktu, ki nam ga po dolgotrajnem sušenju 
v vakuumu ni uspelo odstraniti. Ker pa anizaldehid in topilo ne motita naslednje stopnje, 





V drugi stopnji smo izvedli acetiliranje štirih hidroksilnih skupin in sintetizirali spojino 
2. Spojino 1 smo raztopili v piridinu, ki nam služi kot topilo, baza in katalizator reakcije. 
Dodali smo tudi kokatalizator DMAP, ki je še boljši pomožni nukleofil, kot piridin. 
Acetiliranje smo izvedli pri znižani temperaturi z dodajanjem acetanhidrida po kapljicah. 
Acetiliranje ob prisotnosti piridina in DMAP poteče hitro, reakcija je eksotermna, zato 
reakcijsko zmes med reakcijo hladimo. Mehanizem acetiliranja poteka tako, da dušikov 
atom piridina nukleofilno napade elektrofilno karbonilno skupino v acetanhidridu. 
Nastane intermediat acetilpiridinijev ion, ki acetilira -OH skupine sladkorja (slika 22) 
(30). Uspešnost reakcije smo spremljali s TLC. Za detekcijo smo uporabili UV lučko in 
ploščico orosili s fosfomolibdensko kislino. Spojina se je obarvala na TLC ploščici. 
Prisotni sta bili še dve rahli lisi vidni pod UV lučko, kar pripisujemo nastanku nečistot. Z 
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1H NMR spektrom smo potrdili uspešnost reakcije. Prisotnost iminskega protona pri 8,3 
ppm je potrdil nastanek Shiffove baze v prvem koraku. Dvanajst acetatnih protonov pri 2 
ppm je potrdilo uspešnost acetiliranja. V spektru smo opazili prisotnost vode pri 3,4 ppm, 
ki je nismo uspeli povsem odstraniti z vakuumsko črpalko. Izkoristek reakcije je 24 %, ki 
pa je znatno nižji v primerjavi s tistim v literaturi, ki je 83 %. Tako nizek izkoristek smo 
dobili zaradi ostanka topila v spojini 1, kar pomeni, da za izračun izkoristka ni bila 
upoštevana pravilna masa spojine 1. Predvidevamo, da bi bil izkoristek višji, če bi topilo 
v reakcijski mešanici delno uparili na rotavaporju in nato reakcijsko mešanico zlili na led. 
 
Slika 22: Nastanek acetilpiridinijevega iona. Prirejeno po (31). 
 
5.1.3 Sinteza 2-amino-1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-deoksi-β-D-glukopiranozil 
hidroklorida (3) 
 
V tretji stopnji smo izvedli hidrolizo iminske skupine (Shiffova baza) in sintetizirali 
spojino 3. Spojino 2 smo raztopili v acetonu in mešanico segrevali do vrenja. Ob 
dodajanju 5 M HCl po kapljicah je potekla hidroliza iminske skupine. Mehanizem 
reakcije je nasproten tvorbi imina. Hidroliza v prisotnosti vode in kislih pogojih poteče 
hitro. Med reakcijo kot intermediat nastaja iminski ion. Za detekcijo spojin na TLC 
kromatogramu smo uporabili UV lučko, nato smo ploščico orosili z ninhidrinom. Spojina 
se je zaradi aminske skupine obarvala vijoličasto na TLC ploščici, kar potrjuje uspešnost 
hidrolize. Pod UV lučko smo videli tudi listo anisaldehida, ki je nastal kot stranski 
produkt iz spojine 2. Izkoristek reakcije je 81 % in je primerljiv z izkoristkom iz literature, 







V četrti stopnji smo izvedli sintezo amida z aciliranjem aminske skupine v spojini 3 in 
pripravili spojino 4. Reakcijo imenujemo Schotten-Baumannova reakcija oz. Schotten-
Baumannovo aciliranje. Reakcija je v teoriji pogosto izvedena v difaznem sistemu vode 
in organskega topila (npr. DCM). Izhodna spojina in končni produkt ostaneta v organski 
fazi, voda pa nevtralizira kislino, ki nastaja kot stranski produkt. Z dodatkom baze 
preprečimo, da se reaktanti protonirajo, saj tako ne bi delovali kot nukleofili. Reakcijo 
smo v našem primeru izvedi malo drugače, saj nismo uporabili dvofaznega sistema, 
ampak smo reakcijo izvedli v brezvodnem diklorometanu. Namesto vode smo uporabili 
trietilamin, ki je z nastalim HCl tvoril sol. Nastalo sol smo ekstrahirali v vodno fazo in 
odstranili organsko topilo na rotavaporju. Rekristalizacijo smo izvedli z namenom 
odstranjevanja nečistot iz produkta. Za detekcijo smo uporabili UV lučko in ploščico 
orosili z ninhidrinom. TLC analizo smo izvedli pred in po rekristalizaciji s primerjavo 
spojine 3. Spojina 4 ima višji retencijski faktor kot spojina 3, kar potrjuje nastanek manj 
polarnega produkta. Spojina 4 se zaradi amidne skupine na TLC ploščici ni obarvala 
vijolično z ninhidrinom. Po rekristalizaciji smo na TLC ploščici zaznali manj nečistot. V 
1H NMR spektru smo opazili vrh pri 4 ppm, ki predstavlja dva protona ob kloru. Z masno 
spektrometrijo smo potrdili uspešnost sinteze 4. Izkoristek reakcije je 69 % in je 
primerljiv z izkoristkom iz literature, ki je 73 %.  
 
5.1.5 Sinteza N-azidoacetilglukozamin-tetraacetata (Ac4GluNAz) (5)  
 
V zadnji stopnji sinteze Ac4GluNAz smo z nukleofilno substitucijo sintetizirali spojino 5 
z uvedbo azidne skupine. Natrijev azid je najpogosteje uporabljen za pripravo azidov na 
laboratorijski in proizvodnji skali. Štirje elektronski pari v N3
- predstavljajo veliko 
verjetnost trka z elektrofilom, kar ima za posledico reakcijo. Primarni alkil halogenidi se 
enostavno zamenjajo z N3
- po mehanizmu reakcije SN2 in tako dobimo alkil azide. Nastal 
produkt očistimo na koloni silikagela, da se znebimo nastalih nečistot. (33, 34) Za 
detekcijo smo uporabili UV lučko in ploščico orosili z ninhidrinom. Spojina se je zaradi 
azidne skupine obarvala na TLC ploščici po oroševanju z ninhidrinom, kar potrjuje 
uspešnost substitucije. Z 1H NMR spektroskopijo in masno spektrometrijo smo potrdili 
34 
 
uspešnost reakcije. V 1H NMR spektru lahko opazimo vrhove pri 5,8 in 6,2 ppm. Vrhovi 
se nanašajo na proton na 1C atomu: 70 % je alfa oblike in 30 % beta (slika 23). Izkoristek 
reakcije je 70 %. 
 
 










V prvi stopnji smo kot izhodno spojino uporabili N-acetilglukozamin za pripravo spojine 
6. Reakcijo pričnemo z dodatkom p-toluensulfonil klorida v piridinu, ki reagira s 
primarnim alkoholom na C6 N-acetilglukozamina. V reakcijsko mešanico dodamo 
piridin, da nevtralizira nastali HCl kot stranski produkt. Reakcijsko mešanico mešamo 6 
ur, da reakcija popolnoma poteče. Šele nato dodamo acetanhidrid pri čemer poteče 
acetiliranje treh hidroksilnih skupin. Čiščenje produkta smo izvedli najprej z ekstrakcijo 
in nato še z ločbo na koloni silikagela. Za detekcijo smo uporabili UV lučko in ploščico 
orosili z ninhidrinom. Spojina je bila obarvana pod UV lučko, kar dokazuje uspešnost 
vezave tozilata. TLC analizno smo izvedli tudi po čiščenju na kolini silikagela, s katero 
potrdimo, da je bilo čiščenje na koloni uspešno. Z 1H NMR spektroskopijo smo potrdili 
uspešnost reakcije. Devet acetatnih protonov pri 2 ppm je potrdilo uspešnost acetiliranja. 
Pri 7-8 ppm so prisotni štirje protoni aromatskega obroča. Izkoristek reakcije je 70 % in 
je primerljiv z izkoristkom iz literature, ki je 80 %.  
 
5.2.2 Sinteza 6-azido-6-deoki-N-acetil-glukozamin triacetata 
(Ac36AzGlcNAc) (7) 
 
V drugi stopnji reakcije smo pripravili spojino 7 z vezano azidne skupine na C6. Reakcija 
poteče po SN2 mehanizmu z močnim nukleofilom. Kot že prej omenjeno je natrijev azid 
močan nukleofil, ki se substituira s tozilatom, kot dobro izstopajočo skupino. Končni 
produkt očistimo na koloni silikagela. (33, 34) Za detekcijo smo uporabili UV lučko in 
ploščico orosili s ninhidrinom. Spojina se je zaradi azidne skupine obarvala vijolično na 
TLC ploščici, kar potrjuje uspešnost substitucije. Z 1H NMR spektroskopijo in masno 
spektrometrijo smo potrdili uspešnost reakcije. V 1H NMR spektru so odsotni vrhovi 




5.3 Klik reakcija 
 
5.3.1 Sinteza fluorescentno označenega analoga glukozamina (8a) 
 
Da bi dokazali uporabnost spojine 5 za fluorescentno označevanje, smo nanjo pripeli 
fluorofor pod pogoji označevanja živih bakterij. Klik reakcija med spojino 5 in alkin 
kumarinom SP-180A dobro poteče. Alkinski derivat kumarina je dobro topen v vodi, saj 
ima permanenten naboj. Gre za označevanje s fluorescentnim alkinom, pri kateri se s klik 
reakcijo tvori triazolni obroč (slika 24). Reakcije fluorescentnega označevanja, pri katerih 
na ne-fluorescentni substrat pripnemo močno fluorescentne spojine, so uporabne za 
biološke aplikacije, še posebno pri in vivo označevanju. Alkin in azid sta majhni molekuli, 
ki sta visoko energetski. Reakcija poteče pod milimi pogoji. (35) 
 
 
Slika 24: Klik reakcija med alkin derivatom kumarina in azido derivatom glukozamina.  
 
Produkta reakcije nismo izolirali. Z masno spektrometrijo smo v reakcijski zmesi potrdili 
uspešnost vezave in nastanka triazolnega obroča. Acetati derivata glukozamina med 










5.3.2 Sinteza fluorescentno označenega analoga glukozamina (9a) 
 
Klik reakcija med spojino 7 in alkin kumarinom SP-180A dobro poteče. Alkin derivat 
kumarina je dobro topen v vodi. Tako kot pri spojini 8, se pri reakciji tvori triazolni obroč.  
 
Z masno spektrometrijo smo potrdili uspešnost vezave in nastanek triazolnega obroča. 
Acetatni estri derivata glukozamina med reakcijo hidrolizirajo, zato so na mestih acetatov 
po reakciji -OH skupine (slika 26). 
 
 




6. SKLEP  
 
V okviru magistrske naloge smo uspešno sintetizirali in ovrednotili 9 spojin. Po dveh 
sinteznih poteh smo sintetizirali dva azido derivata glukozamina. Pripravljena azido 
derivata glukozamina smo nato s klik reakcijo vezali na fluorofor. Uspešnost reakcij obeh 
pripravljenih derivatov in njunih vmesnih produktov smo spremljali s kromatografskimi 
in spektroskopskimi metodami. Za sledenje kemijski reakcij in čistosti spojin smo 
uporabili TLC analizo. 1H NMR in masne spektre smo posneli za identifikacijo nekaterih 
spojin. 
 
V prvem sinteznem postopku smo iz D-glukozamin hidroklorida s petstopenjsko sintezo 
pripravili N-azidoacetilglukozamin-tetraacetat (Ac4GluNAz). V petstopenjski sintezi smo 
najprej tvorili Shiffovo bazo, s katero smo zaščitili aminsko skupino in nato izvedli 
acetiliranje štirih hidroksilnih skupin. Iminsko skupino smo nato hidrolizirali do proste 
amino skupine. Z aciliranjem te amino skupine smo nato tvorili amid, na katerega smo v 
zadnji stopnji prvega sinteznega postopka z nukleofilno substitucijo uvedli azid. Tako 
smo pripravili derivat glukozamina z azidom na N-acetilni skupini.  
 
V drugem sinteznem postopku smo iz N-acetilglukozamina z dvostopenjsko sintezo 
pripravili 6-azido-6-deoki-N-acetil-glukozamin triacetata (Ac36AzGlcNAc). V prvi 
stopnji smo na C-6 N-acetilglukozanima uvedli tozilat in nato izvedli acetiliranje treh 
hidroksilnih skupin. V drugi stopnji smo z mehanizmom nukleofilne substitucije tozilat 
substituirali z azidom. Tako smo pripravili derivat z azidom na mestu 6. 
 
Sinteze in čiščenje produktov so potekale po pričakovanjih in brez večjih težav. Reakcije 
smo izvedli po sinteznih postopkih opisanih v literaturnih virih. S kromatografskimi in 
spektroskopskimi metodami smo potrdili uspešnost reakcij in čistost nastalih produktov.  
 
Pripravljena azido derivata glukozamina smo nato s klik reakcijo povezali s 
fluorescentnim kumarinom. Reakcijski pogoji za reakcijo so bili ustrezni in reakciji sta 
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bili uspešni, kar pa smo potrdili tudi z masno spektrometrijo. V prihodnje bodo na 
Inštitutu Jožef Stefan poskusili izvesti klik reakcijo pod enakimi pogoji na peptidoglikanu 
z vgrajenimi azido sladkorji.  
 
Z magistrsko nalogo smo prispevali k raziskovanju na področju sinteze, označevanja in 
sondiranja bakterijskega peptidoglikana. Čeprav so bakterije ustvarile svet, v katerem 
živimo, postaja bakterijska rezistenca na antibiotike v terapiji čedalje bolj problematična 
zaradi prekomerne in napačne uporabe antibiotikov. Odpornost bakterij na 
protibakterijske učinkovine postaja svetovni zdravstveni problem, zato so potrebni 
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8.1 Priloga 1: HRMS spektri 
 






























Elemental composition search on mass 630.2332
m/z= 625.2332-635.2332












SP-180A in MMB-08 #14 RT: 0.06 AV: 1 NL: 3.86E7
T: FTMS + c ESI Full ms [100.0000-750.0000]








































C 28 H 36 O 8 N 7 S360.3232
C 22 H 40 N 4
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Elemental composition search on mass 614.2383
m/z= 609.2383-619.2383












SP-180A in MMB-07 #9 RT: 0.04 AV: 1 NL: 9.12E7
T: FTMS + c ESI Full ms [100.0000-750.0000]
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